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緒論
窒素原子は生命現象にかかわるすべての系に存在し，特に N … H のかかわる水素結合は分子識別，
特異性発現に重要な役わりをしている。又，I5N-NMR は直接的に相互作用を感知でき ;30-NMR よりも
敏感に相互作用を反映できる土で重要である。しかし，天然存在比が 0.365% と少なく，実質感度も H
の 3.8X 10 --6なので，きわめて高濃度の試料が必要であり，事実上は 15N を enrich した試料を用いな
ければならない。部分的に15N を enrich すれば， 15 N を直接観測し 15N がH と couple することを用い
て，特異的な H のシグナルを同定することにも用いられる。このようにして，15N ， H の両面から活性部
位の情報をとり出して値接的i乙観測することができるのが 15 N ラベル法の特長といえよう。しかし，生
体物質である核酸の15N-NMRのケミカルシフトと強度に関する情報は少なく，まだ十分解析されてい
なし、。
今回，筆者は15N 尿素を培地に加えて菌体外産物として得られた 95~づ 15N で enrich したアデノシンと
グアメシンを原料にして， 15N をenrich した核酸を合成してその15NNMR を測定し， リボ核酸の相互作
用についての研究を行なった。
本論
第一章 15N-NMR によるA:U塩基対における水素結合部位の検出
95 労 15N で enrich したアデノシンからクロロホルム可溶にするため糖部をアセチル化し，又，8- 2H
と 8 -Bromo 誘導体を合成した。 CDC1 3 中 1 -cyclohexyl uracil を順次加えていき 15N ラベルアデノ
シン誘導体の15N-NMRを測定したJH-NMRから求めた会合定数を用いて，15N-NMRの limiting シフト
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を最小 2 乗法の計算で求めた。 N-1 と Nー 7 の15N ケミカルシフトの定量的解析から A:U2 量体は，
2 
Watson -Crick型よりも Hoogsteen 型の方が優勢で，室温，クロロホルム中では τが Hoogsteen 型を
とっている乙とがわかった。しかし， 8BrA:U2 量体は Watson-Crick 型がほとんどであった。
水素結合による NOE の影響からも Hoogsteen の存在が示唆された。
第二章J5N-NMRによる G:C 塩基対の研究
15N で enrich したグアノシンをクロロホjレムに可溶にするため，糖部を isobutyl 化し CDC1 3 中 2'3'-
o -isopropyJidene 5' -0 -t etrahydropyranyl cyt idine を加えていくと， G過剰の時15N-7 ， 15NH
-1. 15NH2 - 2 が 2 本のシグナルに分かれて観測された。 C が G と同じ濃度になると second ピークは
消え， main ピークのみになった。クロロホルム中 G:C 塩基対は Wat son -Crick型がほとんどである
が G が過剰の時は G:G:C のような 3 量体の存在が考えられる。
第三章 Ribonuclease T 1 と 3'GMPの結合についての 15NNMR による研究
Ribonuclease T1 は RNA中のグアノシン 3' リン酸と隣の叉クレオチドの 5' 水酸基の聞を特異的に切
断する非常に特異性の高い酵素である。この結合様式を調べるために15N グアノシンを原料にして， 95 
9ぢ 15N で enrich した 3 / GMP を合成し，これに精製した Ribonuclease T 1 を加えておN-NMRを測定し
た。 Complex を形成するとグアニンの 2 位のアミノ基の 15N シグナルが1.9 ppm 低磁場シフトし broad
化することより，アミノ基が T1 と強く相互作用することが考えられた。 15N - 7 と 15N -3 のシグナ
ルの NOE が負から正に変化するがシフ卜はアミノ基程大きくない。プロトンが付加していれば負の N
OE が予想されるが，乙れまで論じられている N-7 の水素付加は起っていないことが証明された。
第四章 5'端の G を15N でラベルした ribotetranucleotide *GGCUp の合成とNMRによる研究
5'端の guanosine のみを 95~ぢ 15N で enrich したに GGCUp を合成した。 H 2 0 中で HNMR を測
定すると，低温で 10.6ppm. 12.0 , 13.6ppm I 乙 3 本のイミノプロトンが観測され， self-duplex を形
成していることがわかった。又， 10.6ppmのシダナルは15N との coupling により 90Hz 間隔の doublet
になり，このピークを照射すると 12ppm のピークが減少し， 13.6ppm には影響を与えない乙とより，
低磁場から G:C 塩基対のイミノプロトン， G: U 塩基対の U のイミノプロトン， G のイミノプロトン
にそれぞれ帰属できた。これよりオリゴヌクレオチドにおいても G:U 塩基対の存在が明らかになった口
第五章 カイコ tRNAGly のイミノプロトンとメチルプロトンの帰属とその構造解析
カイコtRN4ム〕のイミノプロトンとメチノレプロトンを NOE の実験よりすべて帰属した。 この結果
から，カイコ tRNAG1y には yeaet t R NA phe には含まれない 3 次構造塩基対 D19 G 55 が存在することが
わかったJH NMR の温度変化から Mg*の存在により叫ん4 ， G 15m 5C 41 , Dstem の構造が安定化する
ことがわかった。超遠心の分子量測定よりカイコ tRNAG1yは自己会合し， 2 量体を形成していることが
示された。
第六章 カイコ tRNAG1y と r. GGCUp の結合様式についての NMR による研究
tRNA と codon Iζ相当するオリゴ RNA の結合の実験がし、ろいろ試みられているが直接塩基対形式を
みているものはない口今回，カイコ tRNAG1y の anticodon は GCC であり，その codon になりうる GG
CUp との結合の実験を行なった。 5 0C でカイコ tRNAG1y に GGCUp を加えると， 結合によると思わ
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れる新しいイミノプロトン 5 つが観測された。次iと 5' 端の G のみを 15N でラベルしたr*GGCUp を結
合させると 12 ppm の G:C 塩基対イミノプロトンのみが15N との coupling により doublet になり GC 35
イミノプロトンに帰属された。温度変化によるbroad化より， 5 つのイミノプロトンを帰属した。この結
果， anticodon 部分で 5'. _ _ _ _ .3' のように結合しているものと考えられる。
¥ U 32G 3C 34C 35) 
pU C G G 
以上 enrich した15N-NMRを用いると，塩基対の結合部位と構造に関しての情報が得られる乙とが判明
した。また， これは核酸と蛋白質の相互作用部位の検出にも有効であることがわかった。
論文の審査結果の要旨
同君は15N enrich したグアノシンを用い先ず A:U 塩基対のプロトン受容様式を NMRで調べ， 2/3
が Hoogsteen 型二量体であることを示した。又， G-C 対では Watson-Crick 型の二~三量体を示し
Tこ o
次 i乙 3'-GMP と RNase T 1 との相互作用を調べた結果 ， 2 位 NH 2 基が強く相互作用し ， N 7位には
プロトン化が起らないことを見出した。更に 15GGCUp を合成し G-U 塩基対の 2 つのイミノプロトン
を夫々同定し， G -U pair の存在を立証した。
カイコ tRNAG1y のイミノ戊びメチルプロトンの完全な帰属を行い，その温度変化よりルー 7"，ステム
の順で melt することを明らかにした口又， Codon として *GGCUp を結合させるとイミノプロトンを
5 ケ検出出来，その帰属を明らかにした。
以上の成果は博士論文請求に値いするものと認定する。
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